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摘要:目的 对陕西 87 例耐药结核分枝杆菌进行分型研究，了解不同基因型在陕西的流行情况及耐药相关性。方法
收集陕西省结核分枝杆菌耐药菌株 87 株，采用 Spoligotyping 方法对结核分枝杆菌临床分离株进行基因分型。结果
87 株耐药结核分枝杆菌中北京家族占 86. 21%(75 /87) ，非北京家族占 13. 79%(12 /87) ;非北京基因型中，T 家族
(T1、T2、T2 － 3、T3)占 9. 20%(8 /87) ，Manu家族占 1. 15%(1 /87) ，新发现基因型占 3. 45%(3 /87)。北京家族和非北
京家族的单耐药、多耐药、耐多药、其他类型耐药比率分别为 38. 67%(29 /75)、13. 33%(10 /75)、42. 67%(32 /75)、
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Abstract:Objective To understand the prevalence of different genotypes and drug resistance through 87 clinically isolated
drug － resistant Mycobacterium tuberculosiss (MTB)strains in Shanxi． Methods 89 clinically isolated drug － resistant MTB
isolates were collected，whose genotypes were analyzed with Spoligotyping． Ｒesults 87 clinically isolated Mycobacterium
tuberculosis strains mainly belonged to Beijing family (86． 21%，5 /87)and the proportion of non － Beijing family was 13． 79%
(12 /87)． Among the non － Beijing family，8 isolates were part of T family (9． 20%，8 /87) ，including T1，T2，T2 － 3，T3
family，and 1 isolate was from the Manu family (1． 15%，1 /87)． Additionally，3 (3． 45%，3 /87)isolations were new － found．
The rates of MＲ － TB，PDＲ － TB，MDＲ － TB and other types of drug resistance in Beijing family and non － Beijing family were
38． 67 % (29 /75)vs 13． 33 % (10 /75) ，42． 67 % (32 /75)vs 5． 33 % (4 /75)and 66． 7 % (6 /9)vs 11． 11 % (1 /9) ，
22． 22 % (2 /9)vs 0． 00 (0 /3) ，respectively． All the resistance rates were not statistically significant (P ＞ 0． 05)． Conclusion
Mycobacterium tuberculosis in Shanxi has genetic polymorphism and the main genotype is the Beijing family． There was no
significant difference in the drug resistance between the Beijing family and non － Beijing family．
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为该地区的耐药结核病防治工作提供理论依据。
1 材料与方法





1. 2 仪器与试剂 ZEESAN SLAN 96 荧光 PCＲ 仪、
Lab － Aid824 核 酸 提 取 仪、结 核 分 枝 杆 菌
McSpoligotyping分型检测试剂盒(荧光 PCＲ熔解曲线
法，批号 17080801)及 Lab － Aid824 结核分枝杆菌核
酸提取 Maxi 试剂(批号 170705)购于厦门致善生物
科技股份有限公司;分枝杆菌药敏及菌种鉴定培养基
均购 自 珠 海 贝 索 生 物 技 术 有 限 公 司 (批 号
20170329)。




星(OFX) ，终浓度分别为:4. 0μg /ml，0. 2μg /ml，
40. 0μg /ml，2. 0μg /ml，30. 0μg /ml、2. 0μg /ml。菌种
鉴定与药敏试验同时进行［9］，鉴别培养基为对硝基苯
甲酸 (PNB)和噻吩 － 2 －羧酸肼(TCH)。
1. 4 DNA提取 采用磁珠法，所有菌株经过传代，用
标准接种环(22SWG)挑取半环生长良好的结核分枝
杆菌菌落重悬于 200μlDNA 提取液中，涡旋震荡，




1. 5 Spoligotyping 采用探针熔解曲线分析方法，严
格按照厦门致善生物科技有限公司结核分枝杆菌
McSpoligotyping分型检测试剂盒说明书，PCＲ 体系配
制标准为 19. 75ul McSpoligotyping PCＲ Mix(A /B /C)
和 0. 25μl McSpoligotyping酶混合液，加入 5μlDNA 模
板，放入 ZEESAN SLAN 96 荧光 PCＲ仪进行扩增和熔
解分析。PCＲ反应程序为 50℃ 5min，1 个循环，95℃
10min，1 个循环，95℃ 15s，57℃ 15s，72℃15s，50 个循
环，设置 57℃退火阶段采集 FAM、HEX、ＲOX 和 CY5
通道荧光信号。熔解曲线分析程序为 95℃ 1min，
35℃ 1min，1 个循环，设置 35℃ ～ 90℃采集 FAM、
HEX、ＲOX和 CY5 通道荧光信号。
1. 6 结果判读 43 个间隔子由 43 条能够与之特异
杂交的荧光探针检测，分别有对应的荧光标记与熔点
温度(Tm)。实验运行结束后，分析软件自动读取每
个样本的 43 个间隔子的荧光与 Tm，若对应的熔点范
围内有熔解峰，则该间隔子存在，表示为“n”;若无熔
解峰，则该间隔子缺失，表示为“0”;最后的结果按间
隔子 Sp1 至 Sp43 的顺序，自动给出一个对应的 43 位
二进制码。
1. 7 质量控制 每批次均使用试剂盒配套的阳性和
阴性对照品做质控。同时采用结核分枝杆菌标准菌
株 H37ＲV作为质控菌株。
1. 8 统计分析 将所有菌株的 McSpoligotyping 基因
分型数据即 43 位二进制码 n 和 o 分别转换为 1 和 0
的格式(1 表明间隔区存在，0 表明间隔区缺失)录入
Excel 表。将基因分型数据提交至国际数据库
http:/ /www. pasteur － guadeloupe. fr:8081 /SITVIT _
ONLINE /query，将得到的分型结果与据库 Spol DB
4. 0［10］进行比对，确定菌株的 spoligotyping 国际型别
(SIT)号和所属的基因家族。再将 McSpoligotyping 基
因分型数据提交至国际数据库 MIＲU － VNTＲplus
(http:/ /www. miru － vntrplus. org /MIＲU / index. faces)




2. 1 耐药情况 87 株耐药菌株中，单耐药 36 株，占
41. 38%(36 /87) ;多耐药 11 株，占 12. 64%(11 /87) ;
耐多药 36 株，占 41. 38%(36 /87) ;其他形式的有 4
株，占 4. 60%(4 /87)。
2. 2 87 株耐药结核分枝杆菌基因型分布 87 株耐
药结核分枝杆菌经 McSpoligotyping 法分型，分为北京
基因型和非北京基因型两大类，其中北京基因型菌株
为 75 株，占 86. 21%(75 /87) ，非北京基因型菌株 12
株，占 13. 79%(12 /87) ，包括 T 家族(T1、T2、T2 － 3、
T3)8 株，占 9. 20% (8 /87) ;Manu 家族 1 株，占
1. 15%(1 /87) ，新发现基因型 3 株，占 3. 45% (3 /
87)。将获得的寡核苷酸基因分型数据与 Spol DB
4. 0 数据库比对后，得到每个菌株的 spoligotyping 国
际型别编码(SIT)及所属基因家族，一共得到 14 种不
同的基因型，其中 12 种型别有对应的 SIT 编号，其余
3 株分为 2 种型别在 SPOIDB4. 0 数据库中无匹配结
果，为新发现基因型。见图 1、表 1。




蓝色、绿色、橙色、红色分别代表 FAM、HEX、ＲOX和 CY54 个通道荧光信号
表 1 87 株结核分枝杆菌基因家族分布情况
基因家族 SIT spoligotype 株数 所占比例(%)





T1 53 1 4. 60
334 2
281 1
T2 52 1 1. 15
T3 37 2 2. 30
Ambiguous:T3 T2 73 1 1. 15
Manu_ancestor 523 1 1. 15
新发现 1 3. 45
2
合计 87 100. 00
2. 3 McSpoligotyping 分 型 结 果 聚 类 分 析
McSpoligotyping 基因分型数据提交至国际数据库
MIＲU － VNTＲplus，经聚类分析后得到 2 个大的基因
聚类。软件用不同颜色代表不同基因型中所含菌株
的多少，如图 2，红色圆形含 69 株菌;5 个紫色圆形各
含 2 株菌;8 个白色圆形各含 1 株菌。其中白色圆形
共 8 株为独立类型，占 9. 20%(8 /87) ，其余 79 株分
为 6 簇，成簇率为 90. 80%(79 /87)。在成簇的 6 种基
因型内，数据库的 SIT 编号分别为:SIT1(北京基因
型)69 株，占 79. 31%(69 /87) ;SIT190(北京基因型)2
株，占 2. 30%(2 /87) ;SIT265(北京基因型)2 株，占
2. 30%(2 /87) ;SIT37(T3 基因型)2 株，占 2. 30%(2 /
87) ;SIT334(T1 基因型)2 株，占 2. 30%(2 /87) ;新发
现型别 2 株，占 0. 67%(2 /298)。非北京家族菌株表
现为较高多态性，分为 7 个基因型，5 株为独立类型。
聚类分析图中包含的 2 个大的基因聚类分别为
北京家族和非北京家族。北京家族中，SIT1 型(红
色)有 69 株，与其相差 1 个间隔区序列的菌株分别为
SIT265(2 株)、SIT632(1 株)、SIT190(2 株)、SIT941
(1 株) ;非北京家族中，与 SIT53 存在 1 个间隔区差异
的为 SIT281、SIT52、SIT37、SIT334;新型(紫色，2 株)
与 SIT265 有 3 个间隔区存在差异;新型(白色，1 株)
与非北京家族 SIT73 间有 16 个间隔区存在差异。见
图 2。




为 38. 67%(29 /75)、66. 67%(6 /9) ;多耐药比率分别
为 13. 33%(10 /75)、11. 11%(1 /9) ;耐多药比率分别
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为 42. 67%(32 /75)、22. 22%(2 /9) ;其他耐药类型比
率分别为 5. 33%(4 /75)、0. 00(0 /3) ，差异均无统计
学意义(P ＞ 0. 05)。见表 2。
表 2 北京基因型菌株与耐药种类的相关性分析
耐药种类 北京型菌株(%) 非北京型菌株(%) 新发现(%) χ2值 P值
单耐药 29(38. 67) 6(66. 67) 1(33. 33) 1. 57a ＞ 0. 05
多耐药 10(13. 33) 1(11. 11) 0(0. 00) 0. 11a ＞ 0. 05
耐多药 32(42. 67) 2(22. 22) 2(66. 67) 0. 67a ＞ 0. 05
其他 4(5. 33) 0(0. 00) 0(0. 00) 0. 01a ＞ 0. 05
合计 75 9 3
注:a 表示采用校正χ2c
图 2 87 株耐药结核分枝杆菌聚类分析图
注:红色代表该基因型存在的菌株数量较多;紫色代表该基因







针的 Biodye C 膜进行杂交，来检测已知序列的 43 个












化程度高，且每次可同时检测 30 例样本，通过 Tm 值
判读明确，因此具有明显的优势。
由于北京基因型菌株具有特定的 Spoligotyping
图谱，表现为典型的北京家族基因型前 1 ～ 34 DＲ 间
隔区缺失，仅有后 9 个 DＲ 间隔区即 35 ～ 43 存在;不
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